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マグネシウムによる枯草菌リボソームタンパク質L34機能の相補 
Defect in the formation of 70S ribosomes caused by lack of ribosomal protein L34  
can be suppressed by magnesium in Bacillus subtilis 
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1. 背景と目的 
 本研究に用いる枯草菌Bacillus subtilisは、自然形質
転換能や胞子形成能を有していることから、古くから
研究されてきたモデル微生物である。 
 リボソームタンパク質は、リボソーム複合体を構成
するタンパク質であり、翻訳機能の一部を担うことか
ら、コードされている遺伝子は必須であると考えられ
てきた。しかし、当研究室のこれまでの研究から、枯
草菌リボソームタンパク質をコードする57種の遺伝
子のうち、22種が非必須であることが証明された。L34
リボソームタンパク質をコードするrpmHも非必須遺
伝子の一つであり1)、L34破壊株では生育遅延や70S複
合体形成異常などの表現型が観察されている。rpmH
遺伝子はDNA複製開始点付近に存在することから、遺
伝子のクローニングは多様な種に渡り行われてきたが、
L34のタンパク質機能に関してはほとんど解析されて
こなかった。私達は最近、L34破壊株から異なる生育
速度の回復を示す2種のサプレッサー変異株を単離し、
その変異部位をyhdPとmgtE遺伝子内に同定した。そ
こで本研究では、これら2種類のサプレッサー変異株
を解析することで、リボソームタンパク質L34の機能
解明を目指した。 
 
2. 実験方法 
2.1 yhdP 遺伝子破壊とmgtE 高発現株の作製および
表現型観察 
 yhdPを ermで置換するためのDNA断片を作製し
た。また、mgtEをpDG148ベクターに挿入し、組換
えプラスミドを作製した。それぞれ得られたDNAを
枯草菌の自然形質転換法を用いて L34 破壊株に導入
し、生育への影響を観察した。さらに、作製した株を
LB培地でOD600≒0.4まで培養し、回収した細胞を超
音波破砕、酸処理後の上清を用いて細胞内 Mg2+量を
測定した。測定には、Metall Assay Kit (Metallogenics)
を用いた。また、ΔrplA(L1)、ΔrplW(L23)、rrn オペ
ロン欠損株も同様に細胞内Mg2+量を測定した。 
2.2 70Sリボソーム形成量測定および in vitroにおけ
る70Sリボソームの再構成 
各変異株をそれぞれLB培地でOD600≒0.4まで培養
し、得られた細胞をフレンチプレスにて破砕後、ショ
糖密度勾配超遠心法にてリボソームを分画した。得ら
れたサンプルを用いて、254 nmの吸光度を観察する
ことで70S形成量を測定した。 
同様に、野生株とL34破壊株の30S、50Sサブユニ
ットをショ糖密度勾配超遠心法で精製した。得られた
各サブユニットを1 mM、10 mM、100 mMのMg2+
濃度で会合させ、ショ糖密度勾配超遠心法により70S
形成量を測定した。 
2.3 Mg2+制限下での生育観察 
 野生株と L34 破壊株をそれぞれ 37℃、1 mM 
MgSO4を含んだ MCA 培地(0.05%カザミノ酸を含む
最少培地)でOD600≒0.2まで培養し、集菌したものを
1 mM または10 µM MgSO4を含むMCA培地に植菌
し、生育への影響を観察した。 
 
3. 結果及び考察 
3.1 yhdP 遺伝子破壊とmgtE 高発現株の作製および
表現型観察 
 yhdP の遺伝子破壊、mgtE 高発現を導入した際に
L34 破壊株の生育速度の回復が観察された。yhdP は
Mg2+の排出に、mgtE は Mg2+の取り込みに関わるこ
とが予想されていたため、細胞内Mg2+量を測定した。
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その結果、意外にも L34 破壊株は野生株より大幅な
Mg2+量の低下が観察された。その一方で、srh2 変異
体やyhdP破壊とmgtE高発現をL34破壊株に導入し
た際には、野生株と同等の細胞内 Mg2+量が観察され
た(Fig. 1)。  
Fig. 1 各変異株の細胞内Mg2+量 
3.2 70Sリボソーム形成測定および in vitroにおける
70Sリボソームの再構成 
 30S と 50S リボソームサブユニットの会合には
Mg2+が必要とされている。そこで、yhdP の破壊や
mgtEの高発現によるMg2+濃度の回復が、L34破壊株
で観察された 70S リボソームの形成異常をサプレス
する可能性が考えられた。各変異株の70S形成量を測
定した結果、L34破壊株にyhdP破壊、mgtE高発現
を導入した際に、70S形成量の回復が観察された(Fig. 
2A)。in vitroにおける70Sリボソーム再構築実験にお
いても、100 mM Mg2+ 存在下では L34 を欠損した
50Sでも70Sリボソームが形成された(Fig. 2B)。従っ
て、細胞内Mg2+の増加が、リボソームタンパク質L34
の欠損による70S複合体形成異常や、それに伴う深刻
な生育遅延などの表現型をサプレスしたと言える。 
 さらに、70S 形成異常が観察される ΔrplA(L1)や
ΔrplW(L23)、rrn 欠損株においても Mg2+量の低下が
観察された(Fig. 1)。このことから、70S形成量の低下
が細胞内 Mg2+量の低下を引き起こすことが示唆され
た。 
 
Fig. 2(A) 各変異株の70Sリボソーム形成量 
(B) in vitro再構成における70Sリボソーム形成量 
3.3 Mg2+制限下での生育観察 
 1 mMのMgSO4を加えたMCA培地においては、
野生株、L34破壊株共に十分な細胞増殖が観察された
のに対し、10 µM MgSO4条件下ではL34破壊株の生
育が大きく制限された(Fig. 3)。従って、培養開始時の
細胞内 Mg2+
量と 70S リ
ボソーム量が、
Mg2+制限下
における細胞
増殖量を決定
する重要な要
因であること
が示された。 
Fig. 3 Mg2+制限下での生育曲線 
 
4. まとめ 
 リボソームタンパク質L34の機能がMg2+によって
相補可能であることを初めて証明した。また、細胞内
70S リボソーム量と細胞内 Mg2+量との間に相関性が
あることを発見した。 
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